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MECANISMES HUMORALS DEL REFUS HIPERAGUT
DEL XENOTRASPLANTAMENT
S. Torres
La majoria de programes de trasplantament renal es bases
avui dia en l'obtenci d'Organs de donant cadaver. En els 01-
tims anys, Espanya sta convertit en un dels paisos arnb un
major index de trasplantaments dels diversos Organs sOlids
grades a relevat nivell de donations. Ales que les ilistes d'es-
pera creixen dia a dia i que les indications de trasplantament
s'han anat ampliant, el nombre d'empelts renals de que es
dispose no arriba a assolir la demanda cl'Organs a trasplantar.
Per tent, actualment ha ressorgit l'interes pel trasplantament
a humans d'Organs procedents d'altres especies animals. As-
sociat a l'escassetat d'Organs, altres motivations justifiquen la
necessitat del xenotrasplantament: a diferencia de l'allotras-
plantament, el xenotrasplantament es pot planiFicar amb
temps; a mes, el xenoempelt es un Organ completarnent sa i
sense lesions d'isquemia-reperfusiO, Itoste es pot tractar amb
una imrnunossupressiO adequada, s'eviten recurrencies de
malalties humanes, els empelts poden ser manipulats geneti-
cement o bioquimicament que es mes important, la font
d'Organs es illimitada. Tot i aixi, hi ha algunes limitations: re-
pariciO de refOs hiperagut, la incompatibilitat en la biologia
cellular i fes cliferencies en la fisiologia. Finalment, les especies
animals sOn una font de zoonosi, corn es el cas, per exemple,
del virus de fa SIDA o d'altres retrovirus.
Les especies animals candidates
Hi ha diverses especies que podrien ser candidates a donar
Organs per als essers humans. Parlarem d'especies discor-
dents quan filogeneticament estiguin molt allunyades de Fes-
ser huma, o d'especies concordants quan siguin molt prOxi-
riles. Entre aquestes Oltirries trobem els primats no humans
corn a possibles donants i, entre les discordants, el port es
considera una especie adequada per les seves caracteristi-
ques anaterniques i funcionals. El relUs hiperagut, una respos-
ta immune natural intervinguda per anticossos i comple-
ment, es la principal barrera que dificulta la viabilitat del xe-
noern pelt. En ei xenotrasplantament entre especies
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concordants inicialment hi pot no haver anticossos, o be ha-
ver-n'hi nivells de molt baixos. Tot i aixi, aquests poden
apareixer despres duns dies i, juntament a mecanismes
cel•ulars, conduir a rapariciô de refOs. En el cas del xenotras-
plantament entre especies discordants hi ha nivells elevats
d'anticossos professats, anomenats anticossos naturals, que
activant el complement provoquen el reit -is hiperagut, sovint
en minuts. Per tent, els millors donants per a lespecie hurna-
na serien els primats no humans, una combined() concor-
dant. Malgrat tot, hi ha diversos inconvenients per a Fer-ne
Os: la seva utilitzaciö crea problemes etics importants, mes
quan a aquestes especies set atribueix diferents nivells
D'altra Banda, sembla dificil la cria d'aquests ani-
mals en captivitat en nombre suficient per a proveir progra-
mes futurs de xenotrasplantament. Aixi doncs, a causa d'a-
quests problemes, avui dia la investigaciO en el
xenotrasplantament se centre en especies discordants, en
especial en el pore. Aquest animal es sacrificat comunament
per a l'obtendO de cern i es de facif cna. A mes, la mesura
dels seus Organs es adequada per a un adult mitja i, al con-
trari que els primats, sOn susceptibles de ser modificats
geneticament perque expressin gens heterOlegs. Finalment,
en contrast amb els primats no humans que han estat la
font de diversos virus letals, no sembfa probable que els
ports transmetin noves malalties als humans.
El refUs hiperagut (fig. 1)
Un ronyO de port trasplantat a un esser huma no tractat seria
desire en periode de minuts a bores. El proces que causa
aquesta destrucciO, el reffis hiperagut, constitueix la resposta
immune mes violenta que es coneix. El refOs hiperagut del
xenotrasplantament esta intervingut per anticossos naturals
especie-especie presents en la circulaciO de tots els humans
immunocompetents. Aquests anticossos van dirigits contra
antigens de les cel•ules endotelials, activen la cascada del
complement i produeixen deny endotelial, generaciO dun es-
tat procoagulant, trornbosi, vasoconstricciO i isquemia tissular,
alteraciO de la permeabilitat vascular, inflamaciO, edema t he-
morragia interstitial. El conjunt d'aquests fenOmens conforma
l'espectre del xenorefOs hiperagut.
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Figura 1. Mecanisrnes del refús hiperagut. 
(CRP: proteines reguladores del complernent). 
En la combinació huma-porc, els anticossos naturals humans 
antiporcins són predominantment IgM en un 70 % i lgG2 en 
un SO % aproximadament, segons dades obtingudes a partir 
d'estudis d'immunofluorescencia sobre teixit i de I'elució dels 
diposits jmmunes dels organs refusats. 
Els antígens porcins diana dels xenoanticossos humans són 
sucres localitzats fonamentalment en la superfície de les 
cel,lules endotelials, encara que també es localitzen en al- 
tres cel~lules, i són carbohidrats alfa-galactosil expressats 
en glicoprote'ines i glicolípids de membrana. L'epítop alfa- 
galactosil I'expressen els mamífers no primats i els monos 
del nou món. És interessant ressaltar que diversos microor- 
ganismes expressen aquest epítop alfa-galactosil i que I'ac- 
ció dels anticossos constitueix una de les primeres barreres 
naturals de defensa de I'organisrne. En canvi, els humans i 
primats del vell món no I'expressen, i aixo es deu a la per- 
dua dins I'escala evolutiva de I'activitat alfa-galactosil- 
transferasa. 
La unió dels xenoanticossos naturals amb els antígens endo- 
telials del xenoempelt pot provocar dany per tres mecanis- 
mes. com a mínim: 
1.- Lisi cel~lular mitjancada pel complement a través de la via 
classica. 
2.- Citotoxicitat dependent d'anticossos; els fragments Fc de 
les IgG s'uneixen als seus corresponents receptors en 
macrofags-monocits i neutrofils. 
3.- Activació per la IgA numerica del complement huma per la 
via alternativa. 
L'activació del sistema del complement juga un paper central 
en el refús hiperagut. Classicament s'ha considerat que en la 
combinació humano-porcina l'activació del complement es 
produeix per la via classica, pero recentment s'ha demostrar 
que existeix una activació dual de la via classica I alterna que 
s'haura de tenir en compte a I'hora de dissenyar interven- 
cions terapeutiques per a prevenir el xenorefús. En cir- 
cumstancies normals, diverses proteines reguladores que 
s'expressen en la superfície de la cel4ula endotelial bloquegen 
o modulen I'activació accidental del complernent. Tot i així, a 
causa de la funcionalitat especie específica d'aquestes protei- 
nes, existeix una incompatibilitat entre elles que expressa el 
xenoempelt i el sistema del complement huma i, per tant, 
I'activació del complement quedaria fora de control. 
L'endoteli vascular actua a mode de barrera, impedint el pas 
de sang circulant a I'interstici tissular i, a més, mantenint un 
estat anticoagulant que evita la formació de trombes vascu- 
lars. No obstant aixo, les cel.lules endotelials no són elements 
estatics. Diverses noxes o estímuls poden contribuir a I'ano- 
menada activació de la cel,lula endotelial. En el xenorefús es 
considera que I'endoteli s'activa per I'acció dels anticossos na- 
t u r a l ~  i el complement. L'activació de les cel.lules endotelials 
produeix un estat procoagulant, alteració de la integritat en- 
dotelial, que pot ser fins i tot transitoria, perdua d'heparan sul- 
fat, expressió de factor de les plaquetes (PAF) i de molecules 
d'adhesió, que originen I'adhesió i I'activació de polimorfonu- 
clears. Aquestes cel.lules activades es desgranulen i alliberen 
enzims proteolitics que contribueixen al dany tissular. A rnés, 
I'acció dels anticossos i el complement produeix la retracció 
de les cel,lules endotelials, amb la consegüent exposició de 
les estructures subendotelials. D'aquesta manera, s'estimulen 
el diposit i I'agregació de les plaquetes. 
El refús vascular agut i el refús agut cel.lular (fig. 2) 
Si es preveu el refús hiperagut, el xenoempelt es troba expo- 
sat al refús vascular agut (o xenorefús retardat). Aquest es 
pot iniciar 24 hores després del trasplantarnent i destruir I'em- 
pelt en un període de dies a setrnanes. El refús vascular agut 
es caracteritza essencialment per la severa activació de les 
cel,lules endotelials de I'empelt, la infiltració de les cel,lules in- 
flamades del receptor i la coagulació intravascular difusa que 
degenera en trombosi de I'organ. El quadre histologic del re- 
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fús vascular agut del xenotrasplantament és molt semblant al 
que es produeix en I'al.lotrasplantament. La causa del refús 
vascular agut no esta ben definida pero diverses evidencies 
apunten el paper dels anticossos antidonant, tant els xenoan- 
ticossos naturals com altres al~loanticossos específics. 
Si s'aconsegueixen superar el refús hiperagut i el refús vascu- 
lar agut, I'empelt es veura exposat a un possible refús agut 
cel,lular. Les característiques d'aquest refús són molt sem- 
blants a les del refús agut de I'al~lotrasplantament pero les po- 
blacions cel~lulars estan composades principalment per celdu- 
les NK i macrofags, i en menor grau per limfbcits T. 
L'acomodació (fig. 2 )  
En els trasplantaments d'organs vascularitzats arnb incompa- 
tibilitat dels antígens dels sistema ABO o bé arnb elevats tí- 
tols d'anticossos anti-HLA, s'ha observat que si s'eliminen 
tem~oralment els anticossos durant uns dies, la seva reamar¡- 
Deplecró anticossos 
ció no comporta de forma inexorable la perdua de I'empelt. El Figura 2. Un organ de porc trasplantat a un receptor huma estarta sotmes a 
una o diverses de les respates inflarnatories exposades aqui. El trasplantament grup de Bach Platt ha intrOdu'"t el cOncepte d'acOmOdació a un receptor no tractat donarta lloc a un refús hiperagut Si sevita el refús hi- 
peragut, per exemple a través de depleció d'anticossos, Iorgan estaria exposat per a aquest fenomen' L'acomOdació es prOduiria al refús vaxular agur Despres de la depleció d'mrtcossos, empel t  pot acomo- 
per mitja de canvis en I'antigenicitat de I'endoteli o a través dar-se, una condictó cifnica en que malgrat que es recuperin els anticossos rc 
es produeix refús vascular agut. Si s'evita el refús vascular agut, el xenoempelt de canvis en I'afinitat dels anticossos naturals per I'endoteli. pot sofrir refús agut cei Mar  o fins i tot refús cronic. 
L'interes de I'acomodació radica en el fet que si s'evités el re- 
fús hiperagut que es produeix en els primers minuts del xe- 
notrasplantament, posteriorment I'empelt podria resultar via- 
ble gracies a aquest fenomen. 
Estrategies en la prevenció de refús hiperagut 
En el xenotrasplantament s'han proposat diferents estrate- 
gies per a evitar el refús hiperagut. Així, s'han intentat elimi- 
nar anticossos naturals per mitja de la perfusió de sang per 
organs d'animals discordants, I'adsorció sobre sucres sintetics, 
la plasmaferesi-immunoadsorció o el tractament arnb anti- 
cossos monoclonals anti-p per a eliminar les IgM circulants. La 
prevenció de la ressíntesi d'anticossos naturals s'ha assajat 
arnb diversos immunosupressors, entre els quals destaquen 
la ciclofosfamida, el micofenolat mofetil i el brequinar sodic. 
S'ha assajat també la inactivació del complement arnb verí de 
cobra (CVF), escalfament a 56 "C, o administració de sCR1: el 
factor soluble del receptor del complement tipus 1 que blo- 
queja el complement en estadis precoqos de la cascada. La in- 
hibició del complement que produeixen aquestes estrategies, 
encara que molt efectiva, altera de forma intensa la resposta 
contra les infeccions per microorganimes. D'altra banda, s'han 
generat animals transgenics per a provocar I'expressió en les 
membranes cel,lulars d'inhibidors del complement huma, com 
ara el decay-accelerating factor o el CD59. S'ha plantejat tam- 
bé terapia genica per a produir una inhibició en el gen que co- 
difica I'enzim alfa-galactosil-transferasa i en el seu lloc ehpel- 
car el gen de la fucosil transferasa, que metabolitza la unió 
arnb la fucosa, el sucre constituent del grup O sanguini. Final- 
ment, s'estan estudiant metodes per a blocar I'activació de 
I'endoteli com, per exemple, el bloqueig del factor NF-KB. 
En el xenotrasplantament s'ha evidenciat que no és possible 
extrapolar dades d'una combinació discordant a una altra. 
Existeixen dubtes de si únicament la depleció d'anticossos na- 
t u r a l ~  pot prevenir el refús hiperagut o si el bloqueig única- 
ment del sistema del complement és suficient per a evitar el 
refús hiperagut entre especies discordants, o bé si els anticos- 
sos naturals per se són suficients per a provocar I'activació 
endotelial i un estat procoagulant. A més, no es coneix bé la 
interacció de les molecules d'adhesió entre especies discor- 
dants. 
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MECANISMES HUMORALS DEL REFÚS HIPERAGUT DEL XE- 
NOTRASPLANTAMENT 
Malgrat que Espanya és un dels paisos amb un major ni- 
vell de donació d'organs, I'augment de les indicacions de 
trasplantament i el creixement de les llistes d'espera han 
fet ressorgir I'interes pel trasplantament a humans d'or- 
gans procedents d'altres especies animals. Entre els avan- 
tatges del xenotrasplantament, destaquen els següents: es 
pot planificar amb temps i I'hoste pot preparar-se amb una 
immunosupressió adequada; el xenoempelt és un organ 
completament sa; s'eviten la recurrencia de malalties hu- 
manes; els empelts poden ser manipulats geneticament, i 
la font d'organs és il.limitada. Entre les seves limitacions 
destaquen: I'aparició del refús hiperagut; la incompatibili- 
tat en la biologia cel.lular; les diferencies en la fisiologia, i 
el poder ser font de zoonosi. 
El refús hiperagut, una resposta immune natural intervin- 
guda per anticossos i complement, és la principal barrera 
que dificulta la viabilitat del xenoempelt. En el cas del xe- 
notrasplantament entre especies discordants, com és el 
cas del trasplantament d'un ronyó de porc a un huma, hi 
ha concentracions elevades d'anticossos naturals prefor- 
mats que provoquen el refús hiperagut en minuts. 
Aquests anticossos, dirigits contra antígens de cel.lules 
endotelials, activen la cascada del complement i produei- 
xen dany endotelial, i generen un estat procoagulant, 
trombosi, vasoconstricció, isquemia hística, alteració de la 
permeabilitat vascular, inflamació, edema i hemorragia 
intersticial. 
S'han proposat diverses estrategies per a prevenir el refús 
hiperagut, entre les quals destaquen la depleció d'anticos- 
sos naturals, la prevenció de la ressíntesi d'anticossos, el 
bloqueig del sistema del complement (s'han generat ani- 
mals transgenics que expressen inhibidors del comple- 
ment huma en les membranes cel.lulars) i el bloqueig de 
I'activació de I'endoteli. 
MECANISMOS HUMORALES DE RECHAZO HIPERAGUDO DEL 
XENOTRASPLANTE 
A pesar de que España es uno de los países con mayor ni- 
vel de donación de órganos, el aumento de las indicacio- 
nes de trasplante y el crecimiento de las listas de espera 
han hecho resurgir el interés por el trasplante a humanos 
de órganos procedentes de otras especies animales. Entre 
las ventajas del xenotrasplante destacan las siguientes: 
se puede planificar con tiempo y el huésped puede prepa- 
rarse con una inmunosupresión adecuada; el xenoinjerto 
es un órgano completamente sano, se evitan la recurren- 
cia de enfermedades humanas; los injertos pueden ser 
manipulados genéticamente, y la fuente de órganos es i l i -  
mitada. Entre sus limitaciones destacan: la aparición del 
rechazo hiperagudo; la incompatibilidad en la biología ce- 
lular; las diferencias en la fisiología, y el poder ser fuente 
de zoonosis. 
El rechaza hiperagudo, una respuesta inmune natural me- 
diada por anticuerpos y complemento, es la principal ba- 
rrera que dificulta la viabilidad del xenoinjerto. En el caso 
del xenotrasplante entre especies discordantes, como es 
el caso del trasplante de un riñón de cerdo a un humano, 
existen concentraciones elevadas de anticuerpos natura- 
les preformados que provocan el rechazo hiperagudo en 
minutos. Esos anticuerpos, dirigidos contra antígenos de 
células endoteliales, activan la cascada del complemento 
y producen daño endotelial y generan un estado procoa- 
gulante, trombosis, vasoconstricción, isquemia hística, al- 
teración de la permeabilidad vascular, inflamación, edema 
y hemorragia intersticial. 
Se han propuesto diversas estrategias para prevenir el re- 
chazo hiperagudo, entre las que destacan la depleción de 
anticuerpos naturales, la prevención de la resíntesis de an- 
ticuerpo~, el bloqueo del sistema del complemento (se han 
generado animales transgénicos que expresan inhibidores 
del complemento humano en las membranas celulares) y 
el bloqueo de la activación del endotelio. 
HUMORAL MECHANISMS OF HYPERACUTE REJECTION 1N 
XENOTRANSPLANTATION 
Although Spain is one of the countries in which organ 
donation is highest, the increase in the indications for 
transplantation and in waiting lists has stimulated rene- 
wed interest in organ transplantatios to humans from 
other animal species. The most important advantages of 
xenotranplantation are the following: the process can 
be planned in advance and the host can be adequately 
immunosuppressed; the xenograft is a completely he- 
althy organ; recurrence of human diseases is advoided; 
the grafts can be genetically manipulated, and the 
supply of organs is unlimited. The most serious limita- 
tions are the development of hyperacute rejection, in- 
compatibility in cellular biology, and physiological diffe- 
rences. In addition, the graft may be a source of zoono- 
sis. 
Hyperacute rejection, a natural immune response me- 
diated by antibodies and complement, is the main obs- 
tacle threatening the viability of the xenograft. In xe- 
notransplantations between discordant species, such as 
pig-to human kidney xenotransplantation, elevated 
concentrations of prefomed natural antibodies provoke 
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hyperacute rejection within minutes. These antibodies, Various strategies have been put forward to  prevent hy- 
directed against endothelial cell antigens, activate the  peracute rejection, the most important of which are de- 
complement cascade, produce endothelial damage and pletion of natural antibodies, prevention of antibody 
give rise t o  a procoagulant  s t a t e ,  thrombosis,  vaso- resynthesis, inhibition of the complement system (trans- 
constriction, histic ischemia, alterations in vascular per- genic animals have been bred that  express human com- 
meability, infammation, edema and interstitial hemorr- plement inhibitors in cellular membranes) and inhibition oF 
hage. endothelial activation. 
LA RESPOSTA CEL-LULAR EN EL XENOTRASPLANTAMENT 
J. Martorell 
La supervivencia de I'ernpelt després d'un any, en el trasplan- 
tament d'organs entre éssers humans, supera el 80% en la 
rnajoria de casos. Aquests bons resultats determinen que el 
nombre de candidats a trasplantament d'algun dels organs 
creixi de manera espectacular, mentre que el nombre d'or- 
gans disponibles esta pract~ament estancat, atesa I'escasse- 
tat de donants hurnans. La simultaneitat d'aquests dos feno- 
rnens determina que es consideri la possbilitat d'utilitzar al- 
tres fonts d'organs per a trasplantament i concretamem, la 
possibilitat d'utilitzar animals com a donants d'organs. 
Entre les possibles especies candidates a donants, els pnmats 
queden descartats per la seva difícil cria en captivitat, així 
com per altres raons de tipus etic i de transmissió d'infec- 
cions. D'entre les altres especies, sembla existir un cert con- 
sens sobre la possibilitat que el porc podria ésser un bon can- 
didat a donant d'organs. 
Existeixen, pero, seriosos obstacies per a mantenir organs 
porcins funcionant en el cos huma. La raó és e l  rebuig del sis- 
tema imrnwiitari de tot  allo que li és estrany. 
El primer dels obstacles per al trasplantament d'organs proce- 
dents d'animals (no prirnats) a hurnans és 1'  existencia d'un re- 
buig hiperagut (ó hiper acute rejection, HAR), causat per la 
presencia en els humans d'anticossos naturals contra l'epítop 
aGal (1-3) Gali. Aquests anticossos activen el complernent i 
ocasionen la retracció de les cel.lules endotelials. Aquesta re- 
tracció deixa el subendoteli al descobert, i dóna lloc a la for- 
mació d'agregats de plaquetes a la paret vascular. 
Aquest obstacle sembla que té possibilitats d'ésser superat 
gracies a diverses tecniques (vegeu altres articles d'aquest 
volum). Entre aquestes tecniques hi ha la construcció d'ani- 
mals transgenics que expressin determinats gens. Avui és 
possible transfectar al porc gens que codifiquen per enzims 
que poden modificar I'estructura glúcica diana dels anticossos 
naturalsi. També és possible fer expresar a la membrana de 
les cel~lules porcines molecules amb capacitat per a inhibir 
I'activació del cornplernent huma3. Totes aquestes possibili- 
tats fan que el rebuig hiperagut tingui possibilitat d'ésser su- 
perat a mig termini. 
Tipus de resposta cel.lular 
Preveient el fet que el rebuig hiperagut no sigui un obstacle 
insalvable, cal avancar-se als obstacles que poden sorgir a 
continuació i rnolt concretament a la possibilitat que existeixi 
una resposta cel,lular contra els antígens porcins. 
Cal, doncs, preguntar-se : iExisteix una resposta cel,lular per reco- 
neixement duecte de I'hurna de MHC-ciassell porcí (swine leucoci- 
tary antigens, SLA) , sernbiant a la que apareix en I'al.lotrasplanta- 
ment? iHi deu haver algun altre tipus de resposta cel,lular que 
agredeixi I'organ empeltat? Etc Totes aquestes preguntes ueuen 
ciq a d'altres de més importanrs corn ata són : Fins a quin punt 
les estrategies trnrnunossupreswes que uulitzem per a l'al.lotras- 
piantament ens seran útils o cuficknts per a controlar ia resposta 
cel,lular en el xenotraspiantament?. 1, fins a quin punt el poc que 
csneixern sobre la tolerancia de I ' a l ~ ~ p e l t s  sera exuapolabie als 
xenoempelts? ]a podem avaqar aquí que, a més de la resposta 
limfocrtafia T caractefisuca de ral~btracpbntament, ens trobarem 
amb problernes afegits desencadenats per cel~lules i mecanismes 
de reconeixement que juguen un paper tan sols secundari en 
I'al~lotrasplantament, com ara les cd.kiles naairal killer (NK). 
El rebuig retardat 
Per les dades que es tenen fins ara, s'ha pogut cornprovar 
que els organs que aconsegueixen superar la primera fase de 
rebuig hiperagut són infiltrats rapidarnent per macrofags i 
cel.lules NK4. Les cel.lules N K  són unes cel.lules amb capacitat 
citotoxica que s'ncarreguen de detectar la manca d'expressió 
d'antígens HLA. L'interferir l'expressió en membrana del antí- 
gens HLA-classe-l és un rnecanisme utilitzat per alguns virus 
per a escapar-se del reconeixement del sistema immunitari. 
Quan una cel.lula N K  detecta una cel,lula que no expressa 
HLA-classe-1, interpreta que la cel,lula esta infectada i la des- 
trueix per un procés d'inducció d'apoptosi que aleshores frag- 
menta el DNA i evita la propagació del virus intracel.lular. 
El perque en alguns models de xenotrasplantament es pro- 
dueix un reclutarnent d'aquest tipus de cel.lules no és encara 
del tot clar. pero sembla que hi puguin intervenir tres tipus de 
fenomens: 1) La secreció de quimiocines (MCP-1, MCP-2, MIP-1 p 
i RANTES); 2) La interacció a través dels receptors per la fracció 
cristal~litzable (o FC) de les immunoglobulines, presents a les 
NK, i 3) Les interaccions del tipus lectina (prote'ines que unei- 
xen carbohidrats), en les quals podrien intervenir receptors de 
cel,lules NK, que pertanyen a la familia de les lectines i que po- 
dria proporcionar un senyal d'activació de I'activitat NK5. 
Dades in vitro del nostre laboratori indiquen que la interacció 
entre monocits o cel~lules N K  hurnanes arnb cel.lules de porc 
té, a més, implicacions funcionals. 
Concretament, hem observat que: 1) Les cel~lules PBMC huma- 
nes destrueixen per lisi les cel.lules porcines marcades amb 
